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ch Hh (Cricetulus griseus) 肺 细胞 
系 的 建立 及 其 部 分 生物 学 特性 观察 


KAR FRP FaR 


CHAE PIP REAR ED a PAE AD 


hE a>, UNITE, ARRA CL. D AME) 敏感 等 许多 优点 ， 
By spee wt, EEA RM TEARS at — FANE OR AY RE az 
(Puck ctal 1958, Tjio and Pack 1958) 为 死 隆 选择 、 药 物 筛选 、 基因 调控 直达 和 其 
因 定 位 的 理论 研究 提供 了 有 用 的 工具 ,国外 在 送 些 领域 积 罕 了 大 所 的 资料 (Tayler 1960, 
Weslerveld and Pearson 1975), 

48 i PE XAA I, PP SAA CAR FA) Kiki Taluk 
我 们 在 1980 年 3 FY BL AL AS DR ARE A EE e EE Sh TAERA R, 经 传代 培养 
到 目前 已 达 100 余 代 。 现 定名 为 CH-CL， 同时 进行 了 部分 生物 堂 和 细胞 进 传 学 工作 ， 艾 
报告 如 下 ; 


一 、 材 料 和 方法 


1 .材料 和 原 代 培养 方法 ， 由 北京 郊区 捕 来 的 野生 中 国 地 鼠 肉 性 一 头 ， 杀 死 ， 无 菌 取 
出 肺 组 织 ， 在 无 菌 室内 用 10~20m1 Hanks (内 含 表 链 知 素 最 终 浓度 为 200 一 300 国际 单 
位 /毫升 ) 盐水 洗 2 一 3 次 ， 去 尽 血 液 。 然 后 前 成 0,5 一 1mm 大 小 的 组 织 块 ， 加 少量 
Hanks 款 水 ( 约 1 一 2 毫升) 制 成 悬 液 ， 用 吸管 转 入 25 毫 升 的 长 方 瓶 外， 均匀 地 铺 在 撒 
BAH, REAR Hanks 盐水 ， 反 转 180 诬 (人 灼 转 至 组 织 块 的 反面 ) 加 入 含 20% 小 后 
血清 的 Ham Fs 培养 液 《每 毫升 含 青 辟 素 100 国 际 单位 ， 链 性 素 100 Ma) 5 毫升 ， 在 
ST CHIRAC 2~ 4 小 时 ， 使 组 织 块 与 瓶 壁 贴 紧 ， 然后 再 反 转 180 度 使 组 织 块 与 培 
养 液 接触 ，2 一 3 天 后 即 可 在 倒 装 显微镜 下 见 有 细胞 长 出 ， 再 经 5 一 10 大 ， 由 组 织 块 锁 
出 的 细胞 长 满 整 个 瓷 壁 。 形 成 致密 的 单 屋 细胞 。 

2 .传代 培养 ， 将 上 述 铺 满 整个 瓶 压 的 单 层 细胞 ， 在 无 菌 EAN 去 培养 液 ， 加 入 
0.25% RARE (1:250, J 牌 Difco) 3 毫升 消化 3 ~ 5 分 钟 ， 去 胰 醇 液 再 加 2 ~ 3 毫升 
Hanks 液 洗 工 次 去 捧 残 存 的 胰 酶 液 ， 加 入 Hanks 液 1,5~ 2 毫升 ， 用 吸管 吸 打 细胞 使 其 脱 
离 瓶 壁 ， 然 后 再 吹 打 几 次 制 成 单个 细胞 悬 液 ， 等 分 于 上 述 相同 体积 的 2 TRA Mi 
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1 分 为 2) ， 加 入 新 鲜 的 培养 液 ， 按 上 尘 连 续 传 代 。 

3. 细 胞 生长 率 的 测定 法 ， 按 表 1 ALORA, SENSE APA 12.82 万 个 。 乙 组 9 HR, 
每 瓶 接种 细胞 15.70 万 个 。 甲 乙 组 各 瓶 分 别 加 入 念 20% 小 和 血清 的 Ham 上 ,培养 液 
(pH7.1~7.3) 5 毫升 ， 置 37"C 恒 温 箱 内 培养 。 内 于 细胞 生长 通 速 ， 故 需 在 4 、5、 
6、?7、8 和 9 各 天 换 培 养 液 1 次， 然后 分 别 在 1、2、3、4、5、6、7、8 和 9 
天 用 0.25%% 胰 酶 液 消化 里 乙 组 绍 胞 各 一 瓶 ， 离 心 制 成 一 定 体积 的 细胞 悬 液 ， 用 和 球 计数 

板 在 显微镜 下 计数 ， 算 出 每 瓶 细 胞 的 总 数 ， 结 果 列 于 表 1 。 


RI TATEN 培养 9 天 的 生长 速度 
= 种 E E % 














培 o 天 数 ' 
ERETTE 12. 82075 / H | 15.700/ 4 
1 13.2503 | 15,500 万 
2 25.2507 | 25.287 5 
3 50.5757 | 67.5008 
4 83.0003 84.6255 
6 108.7507 | 137.0007 
8 253.000 万 | 260.2507 
7 | 528.82577 855, 1257 
8 | 957.750 | 943.7508 
9 | | 万 
增长 后 数 70.73 长 60.13 





4, 分 改 指 数 的 测定 ， 按 Ehomann RMUBK, RAPRA E ER 
大 鼠 尾 胶 元 ， 置 干净 无 油 肪 的 小 盖 玻 片 (6x 24 mm ) 2 一 3 抉 ， 于 160"C 干 热 灭 菌 后 ， 
SEH MMOS, MAR 204 AE I Han Fa WSE, Ere RAA 
分 别 培 养 12、24、36、48、60、72、84、96 和 120 小 时 取出 一 据 盖 正片 ， 用 Bouin RA 


E, HER”, BRATH 表 2 中国 地 鼠 肺 细胞 株 分 裂 指 数 


Z. 每 一 时 间 计 数 细 网 1, 000 
个 以 上 ， 其 中 有 丝 分 虱 细 胞 所 ET oe 








占 的 千 分 比 (图 2a #2), 2 | 1260 21 18.60% 
即 为 分 裂 指数 。 ei aa | 40 | sa% 

5.CH-CL 绍 胞 的 异种 动 36 1200 | 50 . | "3.33%, 
物 接种 试验 ， 体 重 为 18~20 克 48 | 1506 78 48.71% 
KM, EF | ome | s | atte, 
EHS A GRE AE te | 1050 11 10.47 $o 
注射 1 毫克 ) 约 0.2 毫升 。24 1195 $2 | ZBO% 
小 时 后 ， 每 只 动物 皮下 接种 | ase = 24 17.82% 
49~S04% CH-CL 细胞 约 107 2 | 1200 iM 20.00% | 
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个 。 然 后 隔 天 在 上 述 相同 部 亿 注 射 02 espace a, Fea hay, — JM RSE 
动物 取出 注射 部 位 组 织 ， 经 Losin Geis, Ul, +k 染色 ， 在 显微镜 下 观察 
(图 2b)。 

6. 扫 描 电 镜 下 细胞 和 染色 体 标本 的 制备 ， 一 种 是 对 数 生长 的 细胞 经 0,25 史 胰 酶 消 沦 
3 一 5 分钟 后 ， 用 琢 管 吸 打 甸 胞 ， 转 入 离心 管内 ， 以 1, 000 转 | 分 速度 离心 5 分 钟 ， 去 上 
INA 10¥@F Hanks 液 洗 细胞 2 次 除 尽 胰 酶 ， 再 离心 去 尽 Hanks 液 。 然 后 2.5% 戌 二 本 
HE, WRATH w IB-5 AA TRO, FRR (图 3a,b) 。 另 一 种 
是 按 前 述 4 分 型 指数 测定 的 培养 方法 ， 了 到 出 小 盖 玻 片 ， 在 Hanks 液 中 洗 2 ik, RAH 
2.5 听 戊 二 人 醛 国 定 ， 同 前 法 干燥 、 喷 镀 和 扫描 电镜 下 观察 (图 35b) 。 

染色 体 标 本 的 制备 ， 对 数 生 长 的 
细胞 经 秋水 酰 腕 〔〈 厂 牌 >igsma， 最 终 
浓度 为 4 一 5hgfml)》 作用 6 一 8 小 
时 ， 使 级 胞 停止 在 分 裂 中 期 ， 然 后 播 
Se Whe He [THe AN) A, 2 i HE Ak 
理 ，3:1 的 甲 醉 冰 醋 酸 固 定 15 一 20 分 
钟 ， 离 心 去 尽 固定 液 ,再 加 入 2.5% 戊 
Me, REET, mA, Hi 
电镜 下 观察 (3c) 。 

7 .细胞 得 扰 学 分 析 ， 对 数 生长 的 
细胞 中 加 入 最 终 浓度 为 4~5ugiml 秘 65 że 


水 酰胺 ， 使 细胞 停止 在 分 裂 中 期 ， 用 i $ 
0.25% MMI, MISE, me 7 | ee 
色 体 标本 。 对 这 株 细胞 系 的 起 始 代 ， no : A 
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结果 与 讨论 


1. 这 株 细 胞 目前 已 繁殖 100 余 代 ， 在 倒 装 显微镜 下 观察 医 细 胞 ， 形 态 大 小 不 一 ， 
ANSE BUD ABH (图 1a) ， 有 的 为 梭 形 细胞 (或 成 是 维 细 胞 ) ， 这 种 细 
胞 有 伪 足 ， 形 态 不 规则 ， 半 迁 明 状 ， 胞 浆 有 壬 粒 。 在 含 20% 小 牛 血清 的 培养 液 中 细胞 生 
长 旺盛 ， 一 般 2 一 3 天 传代 1 次， 血清 减少 至 15%%， 细 胞 生长 仍然 活跃 。 根 据 我 们 初步 
Wat, LRA BAAR RAR Pe, 加 秋水 酰胺 后 这 种 细胞 明显 增多 ， 
用 机 械 播 用 法 可 收获 80 一 90% 的 中 期 相 ( 革 有 余 等 ” 待 发 表 )， 说 明 这 种 园 形 细胞 仍 属 梭 
形 细胞 ， 在 细胞 分 列 周 期 处 于 不 同时 相 的 表现 。 当 细胞 传 至 50 代 后 ， 改 用 REMI 1640 培 
养 液 加 15 一 20 站 小 牛 血清 ， 细 胞 亦 生 长 良好 ， 如 血清 降低 至 5 %， 细 胞 生长 缓慢 ， 再 回 
到 含 15 一 20%% 小 牛 稍 清 的 培养 液 ， 细 胞 很 快 恢 复生 长 旺盛 。 

2. 生 长 率 的 测定 ，18 个 100 豪 升 长 方 瓶 分 成 2 组 ， 按 表 1 接种 不 同 数 目的 细胞 ， 然 
后 不 同时 间 计 数 ， 结 果 第 一 天 的 细胞 计数 比 接种 时 的 细胞 稍 有 减少 。 当 细胞 培养 至 第 
2 、3 天 时 ， 细 胞 生长 速度 几乎 成 倍 的 增加 。 培 养 至 第 4 、5 天 时 ， 细 胞 生长 速度 有 所 
减 慢 ， 培 养 至 第 6 、7 、8 天 时 ， 细 胞 又 迅速 近 于 成 售 的 增长 ， 培 养 至 第 9 天 时 ， 细 胞 
生长 明显 减 慢 , 并 有 部 分 细胞 脱离 瓶 壁 进 入 培养 液 。 我 们 推测 , 培养 至 第 1 天 的 细胞 计数 
有 了 所 减少 ， 可 能 是 接种 时 部 分 细胞 死亡 以 及 另 一 部 分 细胞 经 胰 酶 消化 后 失去 生长 能 力 ， 
故而 第 1 天 的 细胞 计数 有 所 减少 。 培 养 至 第 4、 5 天 的 细胞 生长 速度 诚 慢 可 能 是 由 于 细 
胞 耗 尽 培养 液 造 成 部 分 细胞 饥 局 死亡 ， 另 一 部 分 细胞 则 由 于 脱离 瓶 壁 随 换 新 培养 液 而 丢 
失 ， 因 而 有 细胞 生长 速度 减 慢 的 趋势 ， 然 而 培养 至 第 9 天 的 细胞 生长 速度 减 绥 可 能 是 由 
于 细胞 长 满 整 个 瓶 壁 ， 使 细胞 发 生 接 和 击 抑制 ， 还 有 部 分 细胞 脱离 瓶 壁 进入 培养 液 内 ， 影 
响 了 细胞 计数 。 从 接种 的 1 一 8 天， 细胞 增长 60 一 70 倍 。 说 明 这 株 细 胞 系 生 长 速度 是 很 
快 的 。 (H2a, #1) 

3. 分 裂 指 数 ， 从 表 2 的 结果 看 出 ， 细 胞 接种 后 12~60 小 时 ， 细 胞 生长 旺盛 ， 分 裂 指 
数 高 达 48~52%。 这 与 生长 率 的 第 2 、3 天 的 细胞 成 倍增 加 是 相 吻 合 的 。 共 后 在 72 小 时 
REFE #2) 

4. 异 种 动物 接种 试验 ， 接 种 小 鼠 5 只 ， 一 周 后 在 动物 皮下 均 未 扣 及 肿块 。 把 接种 部 
位 的 组 织 取出 ， 经 切片 组 织 学 检查 ， 全 部 动物 接种 的 细胞 存活 ， 多 数 为 掖 形 细 胞 ， 形 态 
结构 均 属 正常 ， 但 由 于 异种 动物 接种 有 免疫 反 喘 ， 细 胞 变化 较 大 ， 是 否 发 生 瘤 变 ， 还 有 
待 深入 研究 。 

5, 扫 描 电 镜 下 的 细胞 和 和 染色体， 扫描 电镜 下 ， 细 胞 表面 结构 变化 较 大 ， 研 究 的 也 较 
多 (Wetzel ct al. 1978), 一般 细胞 表面 可 分 为 微 绒毛 (microvilli), BW (Ruffle) 或 
叶 状 擅 足 《Lamellipodia)、 些 状 伪 足 (filopodia) 和 泡 状 突起 (Zeiotic bleb) WH, WH 
这 些 表面 结构 的 变化 与 细胞 周期 不 同时 期 、 环 境 因 素 以 及 细胞 癌变 和 癌 细 胞 运动 状态 有 
关 。 我 们 发 现 CH-CL 细胞 表面 光滑 ， 微 绒毛 较 少 ， 长 短 不 一 ， 末 端 不 连接 ， 并 有 大 量 
泡 状 突起 。 而 胰 酶 处 理 的 细胞 表面 凸 凸 不 平 , 微 绒毛 变 粗 及 粘连 ， 结 构 不 清 ( 图 3 a,b)， 
说 明了 胰 酶 消化 后 的 细胞 表面 有 不 同 程度 的 损伤 ， 这 种 损伤 可 能 是 暂时 性 的 。 
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Sema HA FLORETS. 国内 仅 有 一 篇 人 类 染色 体 的 扫描 电镜 报 号 
( 赵 寿 元 等 1980) 。 从 照片 上 看 不 出 细微 结构 ， 也 无 立体 感 。 而 我 们 的 CHCl. 细胞 的 
染色 体 立 体感 强 〔 图 3c) ， 隐 约 可 见 模 纹 ， 几 次 重复 实 通 均 有 相同 结果 。 更 精细 结构 
仍 有 待 于 方法 的 改进 和 深入 的 研究 。 

6. 染 色 体 的 分 析 ，CH-CL 的 起 始 代 只 分 析 了 10 个 细 殉 的 染色 体 ， 2n 二 22 。 与 正常 
中 国 地 和 鼠 骨 体 细 胞 的 染色 体 数 完全 相同 ,此 后 由 于 繁殖 传代 时 间 较 长 (一 般 需 7 一 15 天 ) 
几 次 制作 总 色 体 标本 亦 未 获 结果 ， 一 直到 17 代 后 ， 细 胞 才 生长 较 快 ， 子 代 细 胞 迅速 繁 
殖 起 来 。 因 此 表 3 只 列 举 了 20、30、42、55、63 和 和 65 各 代 细 胞 的 染色 体 计 数 分 析 。 可 以 
看 出 ， 染 色 体 集中 波动 于 22~26 之 间 。 染 色 体 众 数 为 25， 占 各 代 总 细胞 数 的 28.2%， 上 比 
PHS RW EK 2n=22 条 多 3 条 。 对 有 25 条 染色 体 数 的 10 个 细胞 进行 核 型 分 析 也 不 一 
致 ， 因 此 有 待 于 G- 带 分 析 和 分 离 单 克隆 的 染色 体 分 析 。 


在 无 菌 条 件 下 ， 取 出 野生 雌性 中 国 地 鼠 肺 组 织 ， 剪 成 小 块 ， 经 传代 培养 ， 建 立 了 一 
株 肺 细胞 系 。 定 名 为 CH-CL ， 且 前 已 传 100 余 代 。 并 对 这 株 细胞 测定 了 生 K E, OR 
指数 ， 均 说 明生 长 速度 快 ， 分 裂 旺 瑟 。 异 种 动物 接种 的 试验 证 明 ， 细 胞 存活 ， 多 数 为 梭 
形 的 正常 细胞 ， 扫 描 电 镜 下 对 细胞 和 染色 体 的 表面 结构 进行 了 初步 观察 以 及 对 不 同 代 细 


胞 的 染色 体 进行 了 分 析 。 
对 这 些 结果 进行 了 初步 的 讨论 。 
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ESTABLISHMENT OF CHINESE HAMSTER LUNG CELL 
LINE AND ITS BIOLOGICAL CHARACTERISTICS 


Cai Youyu; Li Shuhua and Luo Huiyuan 


(Department of Medical Genetics, Institute of Basie Medical Sciences, 
Chinese Academy of Medical Sciences) 


A Chinese Hamster lung cell line has been established in our laboratory, 
The cell line has been subcultured for more than 100 passages. The growth rate, 
growth index, subcutaneous inoculation in mice treated with hydrocortisore, 
scanning electro-microscopic observation, chromosome number in different pas~ 


saves are also described and discussed briefly. 


ZARF 
LA fu 系 的 建立 及 其 部 分 生物 学 特性 观察 , 





Hl. a, 倒 装 显微镜 下 传代 2 天 的 活 细 图 2 .CH -CLANA 

胞 形态 b: CH 一 CL 细胞 的 一 个 中 期 相 a: H.ERE WBA b: CH 一 CL 细 

胞 的 异种 接种 后 ,经 切片 ，H.E 染 色 的 细胞 。 
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图 3 扫描 电镜 下 细胞 和 染色 体 的 表面 结 


a 0.25% NRE 3 PE, ANTEA 574 AP, 结构 不 清 。 
6 示 原 位 固定 后 的 细胞 表面 结构 。 c 示 染 色 体 的 立体 感 。 


WAAL: 
PE F PIAH cHo tn efe TH ER DNA gilli 除 修补 吗 ? 





1。 紫 外 线 照射 2.5 分 钟 后 ， 在 含 3H 一 TdR 的 培养 基 中 保温 2 小 时 的 CHO 一 K 细 胞 。 

区 一 60 个 之 问 ， 可 能 表示 DNA 切 除 修补 ， 染 色 体 上 只 有 

2. 紫外 线 照 射 38 秒 后 ， 在 含 H 一 TdR 的 培养 基 中 保温 2 小 时 的 CHO 一 K 细 胞 。 

和 
6 个 以 下 。 

3. KIRE IBEPE, AAH 一 TdR 的 培养 基 中 保温 2 小 时 的 CHO 一 KK 细胞。 两 个 

细胞 银 粒 数 在 6 个 以 上 ,可 能 表示 DNA 的 切除 修补 ， 染 色 体 上 只 有 3 个 银 粒 。 

4 。 中 国 仓鼠 细胞 CHO 一 K 在 含 Iui 的 "H 一 TdR 的 199 培 养 基 中 培养 18 小 时 。 

细胞 核 及 染色 体 上 有 大 量 银 粒 ， 表 示 H 一 TdR 在 DNA 正 常 复制 时 的 掺 入 。 





